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ヒ トY染色体上 における新規無精子症因子領域の 同定
金沢大学医学部医学科泌尿器科学講座 (主任: 並木幹夫教授)
野 田 透
特発性無精子症 , お よ び 高度乏精子症患者 151例 の ゲ ノ ム D N A に対 して 行 っ た 配列標識部位(s equ e n c e-tag ged site ,
S T S) 分析の 結果, Y染色体長腕都連位側 に微小欠失 を持 つ 18例 の 患者 を認め た . こ れ ら患 者の 欠失領域 は S TSプ ラ イ マ
ー
D YS 7Cを中心 に共通 して お り, 無精子症因子(az o o spe rmiafacto r, A Z F) の 候補領域 と考え ら れ た .
一 方 , 妊率性の あ る父親
と無精子症患者間に , m 上共通 し た領域を欠失す る稀な 一 家系 を見 い だ した . 本研 究は ST S法や ゲ ノ ム サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に
よ っ て , そ の 父子 に お ける D N A配列の 差を同定す る こ と に ある. 短腕 か ら長腕 に至る 18の 座, お よ び既知A ZF候補遺伝子 で
あ るR N A結合モ チ ー フ (R N A bindng m otif, R B M) と 無精子症欠失(deleted inaz o o spe rmia, D A Z) の 有無 に つ い て検証 した .
その 結 軋 こ の 患者 と 父の 欠失 は D YS 7 C か ら D Y S 239ま で 共通 し て い た . した が っ て , 父親の 欠失 は共通領域内 にお い て息
子の それ より小 さい 可 能性が示唆 され た . こ の 配列 の 差 こ そ が 新洩A Z F候補領域 と考えら れ , 既知 A Z F候補遺伝子の R B M,
D A Zも含ん で い な い こ と も確認 し た. さ ら に, こ の 欠失領域を含 む酵母人工 Y 染色体 ラ イ ブ ラリ ー か ら yO X2 1 を選択確定 し
た . こ れを消化 した100k塩基対O)a S epair,bp)D N A断片 を プ ロ
ー ブ と した ゲ ノ ム サ ザ ン プ ロ ッ ト法 にお い て両者間の D N A鎮
長 に明か な差を認 め た た め , 新規 A Z F候補領域が この 100kbp 断片内に存在す る こ と が 明ら か に な っ た .
Eey w o rds az o ospe rmia, Y chrom os o m e, m aleinftrtility, S equ e n C e-tag gedsite
少子高齢化社会をむかえ た現在, 不妊 に関わ る 医療 へ の 期待
は 日増 しに高まっ て お り, 産婦 人科領域で は体外授精, 顕微授
精 や胚移植 な どが 普及 しつ つ ある . 一 方 , 不妊症 の もう ひ と つ
の 大きな要因であ る男性 に起因する不妊症 の 治療 は遅 々 と して
進歩 して い な い の が現状 で ある . それ は男性不妊症 の 原因の 半
分 を占め る特発性精子形成障害の 病態 が未だ不明で ある点 に起
因 し て い る.
従来, 精子形成 に関わ る遺伝子あ るい は 制御領域 は , 無精子
症患者に対す る染色体分析 に よ っ て Y染色体上 に ある こ とが 指
摘 され て い た . さ ら に, 細胞遺伝学的手法 によ る 染色体構造 の
精密 パ タ ー ン の 分析 , お よ び患者 D N A を直接用 い た 欠失地図
の 作製 に よ っ て , そ の 長腕 上 に ある こ と も明ら か に な っ た
1)2)
.
1980年代 に は Y染色体長腕 Ⅳ chr o m o s o m elo ng ar m, Yq) 上
11.23 に無精子症因子(a zo o spe r miafa cto r,A Z F)遺伝子, すな わ
ち精子形成関連遺伝子 が存在する と い う基本概念が確立 さ れ た
3卜 6)
.
こ れ 以降分子生物学的 ア プ ロ ー チ が 本格化 し, 1992年 に
は Y 染色体 における ユ ー ク ロ マ チ ン 領域を網羅す る ヒ ト遺伝子
の 酵母人工染色体 &east artiBcialchrom o s o m e, Y A C) ラ イ ブ ラ
リ ー が構築 さ れ 刀
､ 9)
, 飛躍的 な成果をみ る こ と に な っ た .
A Z F候補遺伝子は , 1993年 Ma ら10)によ る Y染色体上 の R N A
結合モ チ ー フ (R N A bindng m otif, R B M) の 発見より新たな展開
を む か えた が , R B M は精子形成 に関 わ る 主賓任遺伝子 で は な
い こ とが 最近明ら か に な っ て きて い る1 1)12). さ ら に , 1995年 に
は 無精子症欠失(deleted in az o o spe rmia, DAZ)が 単 一 遺伝子 と
して 発表 さ れ 13), A Z F候補遺伝子 の ひ と つ と 考え られ て い る .
19 96年 Vogtら
14)は特発性無精子症 , お よ び 高度乏精子症患者
の 微小欠失領域 を分析 した と こ ろ , Y染色体長腕遠位部の 3領
域 に集中 して い る こ とを報告 し, 無 精子症が多遺伝子疾患であ
る こ と を示唆 した .
本研究で は特発性無精子症, お よ び高度乏精子症患者 の ゲ ノ
ム D N A分析を Y染色体上 の 配列標識部位 (s equ e n c e-tag ged
site
,
S T S) プ ライ マ
ー を用 い て P C R法 にて 行 っ た . こ れ ら患 者
の 一 部 に, 父子 と もに 同 一 部位 を欠失 し て い る稀 な 家系を見い
だ し , こ の 両 者の D N A配列の 差を検討す る こ と に より新 た な
A ZF候補領域を同定 し た.
対象 お よ び方法
r . 対象症例
1 . 対象症例 の 選択
不妊外来 を受診 し た特発性無精子症, お よ び高度乏精子症患
者1 51例 に つ い て , Y染色体特異的S T Sマ ー カ ー 法 に より D N A
欠失の 有無 に つ い て 検索を行 っ た . STS マ ー カ ー の お よ そ の 位
置 を 図1 に示 し, そ の 結果 を表1 に示 し た . こ れ ら の うち1 33
例 は全く欠失 がなか っ た が , D YS 7C, お よ び D YS l に共通 し た
欠失 をも つ 無精子症12例 , 高度乏精子症患者4例 (精子数1×
10
3
､ 7× 1 06/ml)を認 め た . ま た , D Y Sl が存在 して い る にも
か か わ らず , D Y S 7 C を含 む近位側数 カ所 の 欠失 をも つ 無精子
症2例 を認 め た . した が っ て, D YS 7Cの 近傍 に精子形成と関連
平成10年11月27日受付, 平成11年3月12日受理
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する領域 が存在す る と考えら れ た . さ ら に, S TS法 によ り無精
子症患者 (表1の 患者番号1 ～ 5)の 父親 に対 し て 行 っ た D N A分
析に お い て , 1例 (患者番号1)を除く 4例 に は全く欠失を認め
なか っ た . な お , 欠失を認め た患者1の 父は子 と 同じ D YS7 C と
DYS lの み を欠失 し て い た . 本研 究で は こ の 稀 な 症例 であ る患
者1の 父子 D N A配列 の 差か ら精子形成 と関連す る新規A Z F領
域を決定 し よう と した. なお , マ ー カ ー プ ラ イ マ ー は短腕遠位
側より , Y染色体偽常染色体部境界(ps e udo a uto s o malr egio n
borde r on the Y, P AB Y), 性決定領域 Y(se xdete r mining
･
r egio n
ofthe Y, S R Y), 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク Y (zin c丘nge rprotein
Y
,
Z F Y), D X YS 5, D X YS 73, D Y F 27 B, D Y F27 C, D YS 131B, D YS7 A,
Ps e udo a uto s o m a暮
r eg10 n
Ce ntrom er e
Q - ba nd
PO Sitive
reg10 n
Lo cia.nd ge n e s
P A B Y
S R Y
Z F Y
D X Y S 5
D X Y S 7 3
DYF2 7 B
DY F2 7C
D Y S 1 31 B
D Y S 7 A
D Y S7 B
D YS1 30
A M G L
D Y S 7 D
D Y S l l
D Y S 1 40
D Y S 1 39
DYS133
D YS1 3 4
D Y S 1 3 2
D Y S 1 3 5
D Y F2 7 A
D Y S 1 31 A
D Y S 7 E
D Y S7 C
D Y Sl
D Y Z l
Y chro m o s o m e
Fig. 1. Po sition of 26lociac ro s sY chro m o s o m e.S ho rtar m(p),
Ce ntrO m e re and lo ng a rm(q)ar e Sho wn.
D Y S 7 B, D Y S 130, ア メ ロ ゲ ニ ン 様遺伝子 (a m eloge nin like,
A M G L), D YS 7 D, さ ら に 長腕近位側 より , D Y Sl l, D Y S 140,
D Y S 1 39, D Y S 13 3, D Y S 13 4, D Y S 132, D Y S 135_, D Y F 27 A,
D YS 131 A,D YS 7E, D YS 7C, D YSl, D YZ lを用い た .
2 . 特発性無精子症患者1の 背景
患者1 は35歳 , 甲状腺 , 副腎, お よ び 下 垂体 に検査 上異常
がなか っ た . 精液検査 は標準的な射出精液を検鏡 し無精子症で
ある こ とを確認 し, 両側精管 ･ 精嚢造影を行 い 精子輸送路 に閉
塞の な い こ と を確認し た. さら に , 両側精巣生検 を行い , 試料
をプ ア ン 液 (氷酢酸 5 %, ホ ル マ リ ン 20 %, ピク リ ン 酸 飽和
液75 %)に て 固定, パ ラ フ ィ ン 包塩切片を作製 しH E で染色 し
た . その 組織学的精子形成能 は ジ ョ ン セ ン 指 数(Jobn s e n
t
s
s c o r e c o u nt)1 5)によ っ て 評価 した . 末梢血 培養 に よ る 染色体分
析(G バ ン ド法お よ びQ バ ン ド法) で は , 異常所見を認め な か
っ た . 理 学所見お よ び 黄体化ホ ル モ ン (1uteinizing ho r m o n e,
L H), 卵胞刺激ホ ル モ ン (fo 11icle stim ulatingho r m o n e, FS H), エ
ス トラ ジ オ ー ル (estradiol), テ ス ト ス テ ロ ン (te sto ste ro n e), プ ロ
ラ ク テ ン brolactin)な どの 内分泌借は表2 に示 し た . 患者1 の
父親か ら 同意 を得 て末梢血 か ら DN Aを採取 し, そ の 分析も行
っ た . 対照 と して , Y 染色体短腕(Y chr o m os o me sho rt a rm ,
Yp) と Y q の み を持 つ 患者, さ ら に正 常男女 の ゲ ノ ム D N Aも
用い た .
I[. s T Sプラ イ マ ー に よ るY 染色体上 にお ける 欠失 の確認
Y染色体 ゲ ノ ム 上 で の 欠失位置を決定す る た め に特異的
D N Aマ ー カ ー と して Y 染色体上 の STSを用い た .
1 . ヒ トゲ ノ ム D N Aの 抽出
末梢血 よ りリ ン パ 球画分 を調製 し ゲ ノ ム D N Aを採取 し た .
すな わ ち, 5mlの E D T A加末梢血 を プ ラ ス チ ッ ク 遠心管に移 し
500Ⅹgで5分間遠心分離 して上 層の 血 祭 を除去 した . 血球 画分
に5倍容量の 0.2 %塩化ナ トリ ウ ム を加えて遠心管を転倒混和
し1,000Ⅹgで 5分間遠心分離 した . 遠心 後管底 に沈殿 して い る
白血球を吸 い 取 ら ない よう に注意 しなが ら 上溝 を除去した . こ
の 操作 を沈殿 の 色が 白く な るまで揺り返 し マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に
移 し た. 核酸抽出剤SepaGe n e⑧ (三 光純薬, 東京)の 操作法に
従 っ て核酸 を抽出 した 後, 混在する R N Aを分解除去する た め
に核酸ペ レ ッ ト を100/Llの 20m g/ml RNase溶液 11) ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ A (Sigma, St. Louis, US A) をT E【10m M Tris一塩酸 (pH
7.4)-0.1 m M E D T A】に溶矧 に溶解 し37 ℃ で 30分静置 し た後,
エ タ ノ ー ル 沈殿 を行 っ た .
2 . Y 染色体特異 m プ ラ イマ ー セ ッ トの 選択
Vollrath ら
8)は Y染色体_との S T S を報告 して い る . 本研究 の 主
な分析領域 は ヒ ト染色体Qバ ン ド法に お ける Y染色体バ ン ドパ
タ ー ン Yqll.23 にある 遺伝子座(loci) で あり , 表 1 に 示 し た
D Y S7 C付近 を中心に選択 し た . こ れ ら の プ ラ イ マ ー は20塩基
前後の 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ ー (北 海道シ ス テ ム サ
イ エ ン ス , 札幌) セ ッ トで あり, こ の P C R~に よ る産物 は数100
塩基対O) aS epair,bp)程度の 鎖長である .
本研究 で用 い た マ ー カ ー プ ラ イ マ ー は短腕側 に お い てS R Y,
Z FYお よ び セ ン トロ メ ア マ ー カ ー を 用い た . 長腕側 は表1 で示
した 欠共を認め る D YS 7 C, D YS l付近の もの を中心に選 び , そ
の 位 置 は セ ン ト ロ メ ア 近位側 より順 に D Y S 23 0, D YS 2 24,
tag ged site; YAC, yeaStartiAcialchro m o so m e;Yp, Y chro m o so m e shortar m;Yq, Ychro m os o m elo ng ar m;Z F Y, Zin c
丘ngerprotein Y; コ ン テ イ グ , 整列ク ロ ー ン
し, サ
ー マ ル サ イ ク ラ ー P C 7000(ア ス テ ッ ク , 福 岡)を用い て
P C R反応を行 っ た . 条件 設定 プ ロ ト コ ー ル は文献 8 に従 い , 表
3註に 示す 3条件 に て施行 した . 分子量 マ ー カ ー は , 100 bp ラ
ダ ー (Pr o m ega, M adison , U SA)を用 い た.
4 . 増幅 D N A断片 の 検出
P C R反応後 の D N A溶液 に滅菌蒸留水70FLl とク ロ ロ ホ ル ム
150〃1を加えて振 とう した後 , 上層 の 水層を採取 し た . こ の 溶
液 に10〃1の 3 M 酢酸ナ トリ ウ ム bH 5.2)と99 %エ タ ノ ー ル を
300/ノ= 恭加し, -80 ℃ で 30分間放置 した後 , 4℃, 15,000Ⅹgで
20分間遠心 しD N Aを沈殿 させ た . こ の D N A を80 %エ タ ノ ー
ル で 洗浄後, 減圧 乾燥 し, 試料溶解液†(0.06 % ブロ モ フ ェ ノ ー
ル ブ ル ー (半井 , 京都), 0.0 6 % キ シレ ン シ ア ノ ー ル ( 半井),
6.7 % グリ セ ロ ー ル を含む Tris-E D T A繚衝液【10m M Tris一塩酸,
262
D Y S 226, 42 C- A, D Y S 7 C, D Y S 233, D Y S 232, D Y Sl, D Y S 2 36,
D YS 237, D Y S2 38, D YS24 0, D YS 239, D YS247 な ど であり , また
ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン (hete r o chr o m atin)部の D YZ lも選択 し た
8)
.
こ れ ら マ ー カ ー プ ラ イ マ ー の Y染色体 上 で の 位 置の 概略を国2
に 示 した . また , 衷3 には座, S T Sマ ー カ ー , プ ラ イ マ
ー の 左
右塩基配列, そ の 産物の 鎖長, お よ び P C R設定条件を示 した .
3 . P C R法 に よ る m の 同志
各 々 の ゲ ノ ム D N A l Ong を取り P C R横衝液【終濃度1 0m M
m s一 塩酸ねH 8.3),50m M 塩化 カl) ウム , 1.5 m M 塩化 マ グネ シ
ウ ム】, デ オ キ シリ ボ ヌ ク レ オチ ド混合液 (d A T P,d C T P,d G T P,
dTTP 各 々 終濃度25 0FLM), 左 右 プ ラ イ マ ー 各 々 50pm ol,
Taq D N A ポ リメ ラ
ー ゼ(Parkin Elm e rCetu s, No r w alk, US A)1単
位お よ び 滅菌蒸留水を加え全量30〃1 に した P C R反応液を調製
Table l･ Su m m ary of DN Aan alysIS O ntheY chro m o s o m ein1 5 1parie nts witha zo o spe rmia ands evere oligo z o ospe rmia
Co ntroIs Patie nts
1 7 1 8
0tber13
Patients

















































































































































































































































































































































































































































































































































































D X Y S73
D Y F27 B





















, abs c en c e; 十 ,PreSe n Ce･
* se v ere olig z o ospermia･
Table2 ･Su m m aryofclinical缶ndings ofthepatientl
Johns en's
Estr adioI Testoster o n e Prola ctin sc or e c o unt
(Pg/r nl) (ng/dl) (ng/ml) Right Left
Testis Fo11icIe
VOlum e Luteinizing stim ulatlng
(mi) hor mo ne horm one
Right Left (mI U/ml) (mIU/ml)
Height BodyWt.
Age (C m) (kg)
35 175 7 2 12 12 4
.7 15.7 <25 510 6.7 3～ 4 3～ 4
ヒ ト Y染色体上 にお け る新規無精子症因子領域
Table3･ Loci,S T Ss, nu Cleotic s equ en c es ofprim ers,Pr Oductssiz es a ndther m o cy lingc o nditio ns
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Lo ciandgenes S T Ss Lenprl m er R ightprlm er Produ ctsizes(bp)
PCR霊蒜慧1ing
SR Y sT 1 4 GA A T A TT C C CG T C TCCG GA
Z F Y sT 2 38 A ACA AGTGAGT T C A CAG GG
Centro m ere sY 7 8 TC CT T T TC CACA A T AGAC GTC A
D YS230 sY 1 4 2 A G C T TA TC GAGGG CT T C
D YS2 24 sY 134 GTCTG C CT C AC CA T A A A AC G
D YS2 26 sY 1 36 CACA TGA AG CACTG GA ACTG
42C-A AGT A G C TG GG ACT A C A AGC A
D Y S7C 50f2C C T C A AGC T A GAC AA AGG G A A A GG
D Y S 23 3 sY 1 48 A AA TGA A A AA G A T A C G A A ACTC G
D YS23 2 sY 1 4 7 T T T C TC GT T T GA TGA TCC TA G
D YSI sY149f TG CA C ACT G C CTA A TCCT
D YS236 sY 152 A AGA C AGTCTGCCA TGT T T C A
D YS237 sY 1 53 GC ATCC TC AT T T T A TG C C A
D Y S 238 sY 1 5 4 T T TG CACC AG GA T T A AGTGA
D YS240 sY 157 CT T AG GA A A A AGTGA AG CC G
D Y S 239 sY 156s AGG A ACTG GC AG GATT AG C C
D YS247 sY 166 GA ACT C C A A T C A TTC C CG A
D YZI sY 1 6 0 T AC G GT C TC GA A T GA A T A
G CTG GT GCTC CA T T C T TGA G
G CAA A GCA GCA
r
r r C A A A ACA
G GA A G T AT C TC CC T T A A A AGC T A T G
CTCTCTG CAATC C CTGAC AT
AC CA C TG C CA A A ACTT TCAA
GT r G TC T GA A ATC CCT G T G
G A T T C T G GG CT T A T C T T GCA
GA G G T A G A TGC GAA G C G GT A T AG
GA A TCC C AC C CA A G A A T C TG
T T A A T A TG A GA A T G AG ACA G A TGT
TGG TCA TG AC A A A AGAC G A
A C AG GAG GG T ACT T AG CAGT
CA AC CCA A A AGCA C TGAG TA
T T T mC A GA T A A ACT T TC AGTG G
C CTGC TGT C AG CA AGA T ACA
A T G TCAG GG T T T C C T TT GC C
T TG G C T CT A C T r T TCC C T T
















































































































P C R ther m o cy ling condito ns are asfollow s.
a)Initial den atu ratio n of 3min at9 4℃;2 5cycles of lmin at95℃ ,4 min at65℃;and,fin ally,1 2 min at 7 2℃ .
b)Initial de n aturation of 3min at94℃;26cycles ofO.5 min at94℃, 1min at55℃,l min at 7 2℃;and,finally,5min at7 2℃ .
c)Initial den aturatio n of 3min at9 5℃; 30cycles ofO.5 min at9 4℃,1 min at50 ℃,1 minat72℃;a nd,fin ally,5 min at7 2℃ .
2 6 0 k bp
E B E B ENr












D Y S 23 0
D Y S 22 4
DYS22 6
4 2 C- A
D Y S 7 C
D Y S 23 3
D Y S 23 2
D Y SI
D Y S 23 6
D Y S 2 37
D Y S 2 38
DYS2 40
D Y S 2 39
D Y S 2 47
Y chro mos o m e
Fig. 2. Po sitio n of 18 lo cio nY chrom o so m e. On the rightside
Ofthe chro m o som e,the probe s(lo ci) ex a min ed in o u r study
a re sho w n. S ho rtar m(p)a nd lo nga r m(q)ar e sho w n.
十璽≡□ 十直 立｣
Fig. 3. Po sitio n a nd restrictio n m ap ofthe BssH II-EagI
fr agm e nt fro m Y A CyO X 2 1. Y A CyO X 21spa n sthe
microdeletio n r egio n. B,BssH II;M ,M luI;E,ELqI;Nr, N hiI.
Fig. 4. P hotogr aph ofte stis histolog yin apatie ntl with
a z o o spe r mia. A fe w spe r m atogo nia a nd spe r m ato cyte s a re
Obs e rv ed in thete stistubule s. Nopo stm eioticge rm C ellstages
ar e obs e rv ed. T hebarindic ate s50p m inle ngth･
264 野
1 mM E D T A(pH 8.0)】19,ul に溶解 し た. 各試料は0･5FLg/mlの
臭化 エ チ ジ ウ ム を 含む 泳動権衡液 T B E(90m M Tris一塩酸 , 90
m M ホ ウ醸, 2 m M E D T A)中で , 2 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル を用い て
定電圧100 V に て電気泳動 を行 っ た . 泳動後 の ゲ ル は紫外線照
射下 に写真撮影 した .
Ⅱ . 既知A Z F候補遺伝子の確認
患者 1 お よ び父親 に つ い て , 既 知 A Z F候補遺伝子 であ る
R B M
l O) お よ び D A Z
1 3) の 有無をP C R法 にて 確認 した . R B M プ
ラ イ マ ー は 各 々 , 5
､





T G C AC T r C A G A G A G T A C G G-3
､
で あり, そ の 産生サ イ ズ は 約
8 0bp で ある . P C R条件 は94℃ 2 分の 熟変性後 , 94℃30軌
55℃1 分, 72 ℃ 1分を3 0 サ イ クル 施行 した . D A Z プ ラ イマ ー





GT T A m G A A A A G C m C A C G G G-3
､
で あり増帽サ イ ズ は375bp
で あ る. P C R条件 は94 ℃ 1分 の 熟変性後, 94℃1分, 55 ℃ 30
砂, 72℃30秒を3 0 サ イ クル 施 行 し た. ま た, 上 記 プ ライ マ
ー
SRY
M 1 2 3 4 5 6
Z F Y
M 1 2 34 5 6
→■4 7 2
一■350
で 増幅 さ れ る R B M は D Y S 2 3 0 より近位側 にあり , DA Z は
D Y S7 C より遠位側で , D Y S 239 と DYS247の 間に ある
11)
(図2).
Ⅳ . Y A C D N A の選択 とサ ザ ン プロ ッ ト法 を用 い た解析
1. Y A C ライ ブ ラリ ー と その 整列 ク ロ ー ン(コ ン テ イ グ) 地図
Fo ote ら
9)は ヒ ト男性の ⅩY Y Y Y ゲノ ム D N A をY A C に クロ ー
ン 化 し, 約9 8 %以上 の ユ
ー ク ロ マ チ ン 領 域 を カ バ ー す る ラ イ
ブ ラ リ ー を構 築 し た. こ の うち2 14個 の Y染色体特異 Y A Cを分
離 し(平均サ イ ズ は5 80 kbp), 19 6個が コ ン テ イ グ と して Y染
色体 ユ ー ク ロ マ チ ン 上 を カ バ ー した . こ れ ら は ｢yOX番号｣ を
つ けら れ て9 6 ウエ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に分 配 して供
給 され て お り (Re s e ar Ch Ge n etic s, Huntsvi11e, U S A), 本邦 で は
コ ス モ バ イ オ 杜(束京)か ら購 入 する こ と が で きる .
2 . Y A Cコ ン テ イ グか ら プ ロ
ー ブ D N Aの 選択
共同研究 して い る 徳島大学医学部公衆衛生学講座 の 黒木, 中
掘 ら は , Y染色体 Y A Cコ ン テ イ グ より, Yq上 の 11.23の 一 部を
含むY A CyO X 21を選択 した . 彼 ら は , まずS TSマ
ー カ ー 42 C-
Ce ntro m e re
M 1 2 34 5 6
一1 70
B
Fig. 5. P C Ran alysi$ Ofv ario usloci･ ㈱ S R Y(B)Z F Y(C)c e ntro m e re･T he D N Asa r efro m theYppatie ntqan el),Yqpatie ntOan e2),t
he
patie ntlGa n e3), hisfathe rOan e4),a nQr m al fe male qa n e5)a nd a n o malm ale qa n e6)･ T he expe ctedsiz es(ba sepai弓 of the produ cts
ar eindic ated atthe rightwithar r O Whe ads. ¶1e m Ole c ular w eight m arke r(M)sho w sthelOO bas epairD N A ladder･
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A およ び D Y S 7 C を含 む BssH II(Toyobo , 大 阪) の 消化断片
260k bp を取り, そ の 断片を さ ら にEqgICroyobo)で 消化 して鎖
長約100k bpの 蝕 ガⅠⅠ 一 物 Ⅰ断片 を選択 した (回3). 著者は こ
の 断 片 の 供与 を受け本研究 に用 い た . こ の βぶざ方 ⅠⅠ 一 朗 gI
D N A断片 に42 C-A お よ び D Y S7 C が含まれ て い る こ とを確認す
る た め に , 鋳型 と して こ れ を10ng を 取り, 表 3 の 4 2 C-A お よ
ぴ DYS 7 Cの プ ライ マ ー を 用い て P C R を行な っ た . な お , そ の
条件は 94 ℃ 1分の 熱変性後, 94℃1分 , 55℃30秒 , 72℃30秒
を30 サ イ クル 施行 した .
3 . ゲ ノ ム サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る分析
正常男女, 患者 1, お よ び そ の 父 親の ゲ ノ ム D N A lOFLg を
乃fI 汀oyobo)お よ び 月盲乃d III汀oyobo) を用い て 一 晩十分消化
させ た の ち, 0.6 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て電気泳動 した . ゲ ル を
0.5 M 塩酸溶液中で20分間振とう し て 長銀長 D N Aを断片化 し
た後, 蒸留水 で洗浄 した . 次 に ア ル カ リ 液(1.5 M塩 化ナ トリ
ウム ,0.5 M水酸化ナ ト リ ウム) に浸 し1 時間軽く振 とう して 変
D YS230
M 1 2 3 4 5 6
D YS2 24
M 1 2 3 4 5 6
一1 96
増 3 01
性させ た. 掛ナて 中和液[3 M塩化ナ トリ ウ ム ,0.5 M T hs一塩酸
(pH 7.5)】に浸 し, さ ら に1 時間振 とう し た. 一 晩 , ナ イ ロ ン メ
ン プ レ ン フ ィ ル タ ー Hybo nd
- N+⑧ (Am e rsh am , Little Ch alfo nt,
U K)に転写 した後, D N Aを固着 さす ため に3200Jの 紫外線 を照
射 し た . フ ィ ル タ ー は ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン緩 衝液【6 ×
S S C(1×S S C:0.15 M塩化 ナ トリ ウム , 0,015 M クエ ン酸 ナ トリ
ウ ム), デ ン ハ ル ト液 (0.1 % ポ リビ ニ ル ピ ロ リ ド ン , 0.1 % ウ シ
血 清ア ル ブ ミ ン , 0.1 % フ ィ コ ー ル 400), 10 %硫酸デ キス トラ
ン
,0.1 % S D S, 0.1 mg/ ml サ ケ精子 D N A(Sigm a)】中で , 42℃
の 恒温水槽に お い て 3時間の プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン を行
っ た . そ こ へ D N A labelingbe eds⑧ (P har m a cia, Upps ala ,
Sw ede n)を用い て各々32p で標識 した プロ ー ブ D N Aを加え42 ℃
に お い て1 6時間の ハ イ プ リ ダイゼ ー シ ョ ン を行 な っ た . フ ィ
ル タ ー は2× SS C, およ び 0.1% S D Sを含む溶液中 で45℃, 15
分 の 洗浄を2回行な っ た 後, 0.1×S S C お よび 0.1 % S D Sを含む
溶液中で 45℃,l時間の 洗浄を行 っ た . 洗浄後, - 80 ℃ で Ⅹ線
D YS226
M 1 2 3 4 5 6
42C-A
M 1 2 3 45 6
一2 35
一1 50
Fig･ 6. P C Ran alysis ofv ariou slo ci. (瑚D YS230(B)D YS 224(C) D Y S226(D)42 C A. T he D N Asar efro m the Yp patientqan el), Yq
patie nt(1a n e2),the pade ntl(1a n e3),hisfatherOa n e4), a n Or m al fe m ale(1an e5) and a n o r m al m ale(1a n e6). T he e xpectedsizes(ba se
paif)ofthe pr odu cts a reindic ated atthe rightwi thar rO Whe ads. T he m olec ular w eightm a rke r(M)sho w sthelOO ba sepairD N A lad de r.
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DYS7C
M 1 2 34 5 6
D YS233
M 1 2 3 4 56
D Y S 23 2
M 1 2 3 4 56
野 田
D YSI





M 1 2 34 5 6
一1 3 2
D YS237
M 1 2 34 5 6
｡■125
一■1 3 9
Fig.7. P C Ra n alysis ofv a rio u slo ci. ㈱ D YS 7C(B)D YS 233(C)D YS 232(D)D Y Sl(E)D Y S236(F)D Y S237･ The D N Asar efro mthe Yp
patie ntOa n el), Yq patie ntOa n e2), the patie ntlOa n e3), hisfathe rqa n e4), a nO r mal fem ale Oan e5) and a n or m al m ale Oan e6)･Tne
e xpec ted size s(ba s ep血)of the pr oduqts areindic ated at the right wi thar r O Wheads･ T he m ole c ular w eight m arke r(M)sho w sthe lOO
bas epair D N A lad de r.
ヒ ト Y染色体上 にお ける新規無精子症因子領域
フ イ ル ム (Kodak, New Yo rk, US A) へ 12-18時間露光 させ た.
成 績
Ⅰ . 患者1 の精巣生検像, お よ び内分泌学的検査
患者1の 精巣生検像で は, 精細管基底膜の 肥厚, 問質 にお け
る細胞増殖 を認 め, 精細 管内にお ける セ ル トリ細胞 の 増生 を認
め た . ま た, 精細胞系に お い て は わず か な精阻細胞 , お よ び精
母細胞 を認 め る もの の 精子細胞お よ び精子 を認 めず減数分裂前
の 分化停止像 と考えら れ た ( 図4). 内分泌学的 には F SIiの 軽
度上 昇を認 め た が, こ れ は精子形成障害に よ る フ ィ ー ド バ ッ ク
性の 上 昇 と考えら れ た . な お , LIi お よ び テス トス テ ロ ン億 は
正常範囲内であ っ た .
Ⅱ . S T Sプラ イ マ ー に よ る Y染色体上に お ける 欠失の確認
ゲ ノ ム D N A は, 対照 と し て Yp, お よ び Yq の み を そ れ ぞ れ
持 つ 患者 の もの , さ ら に 正常男女 の もの を用い た . 試料と して
患者 1 お よ び その 父親 の もの を用い た .
D YS238
M 1 2 34 5 6
D Y S 2 40




1 . Y染色体の 短腕上 , お よび セ ン ト ロ メ ア にお ける 遺伝子
座, お よ び遺伝子の 存在の 確認
短腕側にある S R Y, Z F Y遺伝子 , お よ び セ ン ト ロ メ ア の マ ー
カ ー プ ラ イ マ ー を加えYp患者, 患者1, そ の 父, 正常 男性それ
ぞ れ に P C Rバ ン ドを認 め た (図5A, B, C). しか し, Yq患者お
よ び 正常女性に は , こ れ ら の バ ン ドは検出さ れ な か っ た .
2 . Y染色体 の 長腕上 にお ける座の 存在の確認
セ ン トロ メ ア近位倒か ら座 D Y S230, D YS 224, D Y S226, 42 CrA
(図6A, B, C,I) に対 して 行っ たP C R に おい て Yq患者, 患者1,
そ の 父 親, 正常 男性 そ れぞれ にP C Rバ ン ドを認め た . しか し,
Yp患 者, お よ び 正 常女性 に は こ れ ら の バ ン ドは検出されなか
っ た . DY S7C, D Y S233, D YS 232, D YS l, D Y S23 6, D Y S237,(図
7 A, B, C, D, E, F), さら に D Y S238, D Y S240, D Y S239(国8 A, B,
C,) を プ ロ ー ブ と して用 い る と, Yq患 者と , 正 常男性 に の み バ
ン ドを認め た . しか し, 患者1, そ の 父親, Yp患者, お よ び正
常女性に は こ れ らの バ ン ドは検出 され なか っ た . さ ら に長腕遠
D YS239
M 1 23 4 5 6
一■9 5 0
B
Fig.8. P C Ra n alysis ofv a rio u slo ci.(朗D Y S238(B)D Y S240(C)D Y S239. T he D N As ar e血
･
O mtheYp patie nt(1an el), Yq patie ntOa n e2),
the patie ntlOan e3), his hthe r(1an e4), a nO rmal female (1a n e5) and a n or m al m ale(1an e6). TYle eXpe Cted siz e s(bas epair)ofthe
pr odu cts a reindic ated atthe rightwitha rro whe ads. TYle m Ole c ula r w eightm a rke r(M)sho w sthelOO ba sepairD N A ladder.
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DYS24 7
M 1 2 3 4 5 6
野 田
D Y ZI
M 1 23 4 5 6
一■11 5
一■2 3 6
Fig. 9. P C Ra n alysis ofv ario u slo ci･ GA)D YS247(B)D Y Z l･ The D N As ar e血
･
O mthe Yp patie nt(1an el), Yq patie ntOa n e2),the patie ntl
Oa n e3), hisfathe rOa n e4), a n O r m al fe m ale (1a n e5) and a n o r m al m ale Oan e6)･ T he expe cted siz e s(ba s epair)ofthe produ cts are














Y chr o m o s o m e
Fig.10. Su m m a ryof an alysis of the D N Aof thepatie ntland his
fathe r. Clo sed ba rsindicate the pre sen ce of lo ci, While ope n
bar Sindic atethe abs e nc e. Hatchedregio n sindic ate the r egio n














一 嘩 鱒 8 00
一 陶 350
Fig. 11. P C Ranalysis ofpatientla nd hisfathe r u sing RB Mo r
D A Zprim e r. The D N As ar efr o m a n o r m al m ale Oa ne l), a
n o r mal fe m ale Oan e2), hisfathe rOa n e3)a ndthe patie ntl
Oa n e4). T he e xpe cted size s(ba sepair)of the pr oducts ar e
indic ated atthe right wi thar rO Whe ads. T be m olec ular w eight
marke r(M)sho w sthe≠Ⅹ174 dsD N A H deIII dige sts･
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ヰ ー 1500
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Fig. 12. P C Ranalysis ofthe BssH II-E喝
■
I fragm e ntu sing42CrA
a nd D Y S 7Cprim e rs. T he e xpe cted siz e s(bas epair)ofthe
pr odu cts areindic ated at the right with a rr o whe ads. The
m ole cular w eight m arker(M)sho w sthe lOO ba sepair D N A
lad de r.
位側 に あ る プラ イ マ ー D YS 2 47 とヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 部 に あ る
D YZ l を用 い る と, Yq患者, 患者 1 , そ の 父親, 正常 男性とも
に バ ン ドを認め た(図9A, B). なお , 予 想さ れ る鎖長は表3 に示
した.
3 . 共通欠失領域の 存在
患者1 と妊学性をも つ 父親 の Y染色体核型分析 にお い て 明 ら
か な異常を認め な い にもか か わ ら ず, S TS に よ る分析 に お い て
42 C-A か ら D YS 247の 範 囲に微小欠失領域 を確認 し(図10), こ
れ まで 調 べ た限りで は他の 領域に は 欠尖は認め な か っ た . な お,
こ の 領域 を 欠失 して い る 無精子症患者 , お よ び 高度乏精子症患
者は , 表1 に示 した 通り16例 を確認 して お り , こ の 共通欠失領
域を わ れ わ れ は精子形成 と関連する領域と考えて い る .
4 . 既知 AZ F候補遺伝子R B M お よ び D A Zの 確 認
R B M は図1 0 に おい て D YS 230 よ り セン ト ロ メ ア 側, す な わ
ち近位側 にあり , D A Z は D YS 7Cよ り遠位側 にある . P CR法に
よ り RB M, お よ び D A Zの 有無 を患者1 およ び 父親 に つ い て 調
べ た
. R B Mは 父 子 と もに 存在 して い た が , D A Z は両者と も 存
在 しな か っ た(図11).
5 . 新規A Z F領域 は共通欠失領域の 近位側に存在する
ゲ ノ ム D N A は折 り畳 まれ た 構造 を取 っ て い るが , 基本的に
は 一 本の 線状 を呈 して い る . した が っ て , S TS 上患者1 と その
父親 の D N A間 に共通 の 欠尖が存在す る に もか か わ ら ず, そ の
叫 方が 精子形成能 をも つ こ と か ら, 欠矢部 の 両端の どち らか に
僅か な差 が存在 して い ると 考え られ る . 一 方 , 表1 におい て 患
者17, 18は D YS lの 遠位側が存在 して い る に もかか わ らず無精
子症 であ る . も し, こ れ ら 18例 の 患者 が同 じ位置 に欠失 を持
つ と 仮定す るな ら , 共通 欠矢部 の 近位側, す な わち 42 C-A と
DYS7 Cの 間に新規A Z F領域 が存在す る可 能性が高 い .
Ⅱ . サ ザ ン プロ ッ ト法 によ る解析
D YS7 C, お よ び42 C-A をプ ラ イ マ ー と し た P C R法 に よ っ て ,
20 K bゆ ･
5.6 K bヰ



























Fig. 13. So uthe rnblota n alysis ofthethe p如ie ntl,hisfather, a
n o rrn al m ale and a n o r m al fe m ale. T he m olec ular w eights ar･e
Sho w nthele仕side ofpan el.
β∫ざg II榊且曙 Ⅰ断片が共通欠失領域 の 近位端 を網羅 して い る こ
と を確認し た(図12). 次 に, 正常男女, 患者1, お よび そ の 父
親の ゲ ノ ム D N A を 乃‖, お よ び 方言乃d III で消化 した後サ ザ ン プ
ロ ッ ト法に て分析 した. こ の 両者と も5.6k bp付近 にお い て 患者
1 , お よ び その 父親間に バ ン ドの 大きさ に差が あり, しか も正
常男性とも明か な違 い が あ っ た(図13). さ ら に, 正常男性で認
め られ る20k bp よ り大き い バ ン ドの一一 部が こ の 父子で 欠失 して
い る事よ り , こ の 部 には 父子で共通に欠失し て い る領域が 存在
す る こ と も明 ら か に し た. 以 上 よ り, 新規 A Z F領域 は Y A C
yo x 21 ヒの BssII-EagI 消化物の 約10 k bp断片の な か に存在 し
て い る可 能性が示さ れ た.
考 察
Y染色体は と ト ゲ ノ ム の お よ そ 2 %の 50 M bpの D N A より構
成 され てい る . 細胞遺伝学的にみ る と形態的 に単純な構造を し
て お り, こ れ と い っ た特徴が なく , 大き なQ 蛍光陽性郎を長瞞
にも っ て い る の み で あ る1
fi)17)
. し た が･っ て , 直接 D N A を用い
た様 々 な分析が 必 要と され る . ま た , ヒ ト の 性 染色体 X と比較
す る と形や 大きさ が か な り異なり , さ ら に骨染色体 の 減数分裂
時 にお ける 対合は全長に わ た っ て 行わ れ る の に対 し, X 染色体,
お よ び Y染色体で は偽常染色体領域と呼ば れ て い る 部分だ けで
対合, 交叉 を起 こ し DN Aの 組換えが起 こ る . 男性 は母親 か ら
Ⅹ染色体を, 父親か ら Y 染色体を受け継ぐこ とか ら , ヒ トの Y
染色体 は父か ら息子 へ と男性 の み に継承 され る. 特 に女性 は性
染色体 が Ⅹ Ⅹ であり, Y染色体 な しで生 きて い く こ と にな んら
支障がない こ とか ら, Y染色体 は男性を決定す る以外 に特 に重
要な意味を持 た な い と考えら れ て い る . 現在 Y 染色体上 にお け
270 野
る遺伝子やそ の 候補 は , S R Y遺伝子な どの 性分化 に関わ る遺伝
子, 体 を大きくす る遺伝子, 精子形成 に関連す る遺伝子 R B M,
D A Zな どを含 め て約2 0報告 さ れ て い る の み で ある
17】
. 既知 の
A Z F候補遺伝子 であ る RBM , D AZ は R N A結合 ド メ イ ン を持 つ
こ と や , 塩 基配列内 に完全 な繰り返 し配列が存在 し, 精 巣の み
で発現する な どの 共通 した特徴 をもっ て い る .
A Z F が無精子症 の 原因遺伝子 と して Y染色体上長腕遠位側 に
位置す る こ と は, 多数の 無精子症患者 の 欠失地園や リ ン ケ ー ジ
地 図より予想 さ れ て い た
18卜 2 0)
. ま た , 患者 D N A を中心と した
分子生物学的研究に お い て , 染色体 の 形態上異常の な い , い わ




14)は精子形成遺伝子も しく は関連領域を 3領域 に分
け, 近位部か ら AZFa, A Z F b, A Z Fc領域 に分類 した . こ れ ら に
対す る精巣組織像 にお ける表現型は A Z Fa 領域 で は 思春期前 の
精子分化停止像であり, A Z Fb領域 に お い て は 減数分裂以 降の
精細胞成熟障害が前面 に表 われ る が , A Z Fc領域 に 対 し て は そ
の 特徴的な表現型を認めない と して い る.
本研究で は , m 法 にお い て Y染色体 ユ ー ク ロ マ チ ン 都連位
端 に対す る微小欠失を確認す る こ とが で きた . こ れ は Vogtら
の い うAZ Fc 領域 に あた り, そ の 精巣組織像 は減数分裂前 の 分
化障害 と考えられ た .
A Z F候補遺伝子 の 解明 は, R B M がその 端緒と な っ た が , こ
れ は 約20～ 50の 遺伝子や偽遺伝子が Y染色体上 の 長, 短腕 に
広く分布 し て お り
1 1)
, そ の 多く はA Z F b領域 を中心 に存在 して
い る . 一 方 , DA Z は A Z Fc領域 にお い て 同定 さ れ た単
一 遺伝子
で あり , こ の 両者 と も精巣 にお い て 特異的 に発現 し て お り ,
R NA 結合 ドメ イ ン を持 つ . 本研 究で 推測 し た新規 A Z F候補領
域は最遠位側 R B M より, さ ら に遠位側 にあり, DYS7 C をマ ー
カ ー にす る と そ の 近位側 にあ る . I) A Zは D Y S7 Cより遠位側 に
存在する こ と か ら, わ れ わ れの 新規AZF候補領域 はR B M, D AZ
と は異 な る新規領域 と考え られ る . さら に , 本患者 と妊畢性 を
有す る父親の 共通欠矢部 を プ ロ ー ブ と したサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に
お い て欠失領域 の 鎖長 に明確な差 を見い だ した こ とか ら , 精子
形成 に関与す る領域 は こ の 部分 に存在する 可 能性 がある . すな
わ ち, 42 C A と D Y S7 Cの 間に あり, 約100kbp 硬 度の 範囲 に限
定できる . した が っ て , こ の ゲ ノ ム 配列領域 に精子形成 に関与
する新親 AZ 下が存在す る可能性 がある . 今後, こ の 部 の 領域 に
お ける エ ク ソ ン ト ラ ッ ピ ン グ を中心 と し た遺伝子の 検索や直接
D N A配列の 決定 に よ っ て 新規A Z F領域の 探索 を行う予定で あ
る .
結 論
特発性無精子症 ･ 高 度乏精子症患者お よ び そ の 父親の ゲ ノ ム
D N Aを用い て , 次の よ うな結論を得 た .
1 . 特発性無精子症 ･ 高度 乏精子症患者151例 の S T S法 に よ
るゲ ノ ム D N A分析 にお い て 18例 の Yq逮位側 に微小欠失領域を
認め た .
2 . 無精 子症患者 と そ の 父親 の ゲ ノ ム D N A分析 に お い て ,
m 上, 父親 に も共通微小欠失をも つ 稀 な家系を発見 し, こ の
部 を プ ロ ー ブ と した サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に より こ の 両者 の 鎖長に
明らかな差を認め た.
3 . 新 規A Z F候補領域は既知の 精子形成候補遺伝子 R B M お
よ び D A Zと は 異なる領域 であ っ た .
4 . 以 上 の 結果 よ り新規 A Z F候補領域 は , 42 C-A と D Y S 7 C
の 間に あり, そ の 鋸長 は約100kbp と 考えら れ た .
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Key w ords az o o spe r mia , Y chr o mo s om e, m aleirlfertility, S equ e n C e
-tag gedsite
A bstr act
W e e xamined1 5 1patients with az o o sper mia or s e vereoligoz ospe rmiaby m e a n sofsequen c e
-tag ged site(S T S) m ap ping,
and iden ti ned 1 8patie nts with mic rodeletion sin the distal Ychroso m elong arm (Yq)･ Be cau s e allthe s epatie ntslackedthe
sam e reg10 n arOu nd D YS7C,it w ashy pothesizedthatth is mic r odeletio n o nYq w as ac a ndidate site fo rthe azoo sper miafactor
(A Z F). Fu rthe rm Ore , W efo undafamilyin whichthefertile fathe rhadthe sam e microdeletion a sthat of hisinfe rthle so nin the
S T Sa nalysis･ T he aim ofthis st udy w a stodetectdiffe ren c e sin the sequen c e softhe patient with a z o o spe r mia a nd his fe rtile
fatherby mea ns ofS T San alysIS a nd So uthe rnblottlng･ W e e x amin ed 1 8 locidistributed ov e rboththelong a r mto the sho rt
a rm , aS W ellas other A Z Fc audidatesites such a stheloci, R N A binding m otif(R B M)and deleted in az o o spe r mia(D A Z)lo ci･
T he periphe ral leuko cyte softhe patient and hisfathe r w e resubje ctedto gen omic D N Aa nalysis ･ Inte restlngly,both father and
s on had a nidentical mic rodeletion betw e en D YS7 Ca nd D Y S 2 39. One possible e xpla natio nis that the Yq deletion ofthe
fathe ris s m allerthan that ofthe son ･ The reglO n Ofthis putative mic rodeletio n co n s titute s a novel A Z Fcandidate ge ne, Which
w o uldbedifftr e ntfro mkn ow n ge ne s su ch asR B MorD A Z･ This microdeletio n reglO nis a s sum edto belo c ated pr o xim allyto
locu sDYS7C. Fr om the Y chr om o som eyea sta rtific al chr o mo so m e(Y AC)1ibr a ry w eis olated a Y A Cthat span sthis
mic rodeletio nregion . Hyb ri dization u sing apa rt ofyOX 2 1(al O O kbase pair fragm e nt)show ed differe nt siz ed ba nds forthe
patie ntand hisfather･ It is pos sible thata s egm ent thatis abs e ntin the son butpr ese ntin the father contains a ge n e o rpa rtofa
gen ethat which is c ru cial to spe r mat oge n e si ･ W e the r efo reidentifiy this lOO k basepa lr reg10 naS PO S Sibly contain l ng a
Candidategen efor an o v el A Z F.
